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■研究背景 
多くのペプチドホルモンは，その前駆体であるプレプロホルモンとして産出される。プ
レプロホルモン内のプレ領域は小胞体膜通過シグナル配列として知られているが，プロ領
域がそのペプチドホルモンの成熟過程においてどのような役割を担っているかは明らかで
ない。プロ領域に関する知見が僅かな現状において，プロウログアニリンに存在するプロ
領域が，ウログニアリンの天然型の立体構造形成を制御する分子内シャペロンとして機能
することで，正しい立体構造を形成させる事が報告された(図１)。そこで，本研究ではプ
ロ領域に制御される構造形成機構を解明するため，X 線結晶構造解析，遺伝子工学的手法
による解析など生化学的，構造生物学的アプローチによる解析に着手した。ウログアニリ
ンだけでなく多くのペプチドホルモンはプロ領域を持った前駆体として生合成されるが，
その詳細な成熟過程は明らかでない。そこでウログアニリンのプロ領域による構造制御機
構を解明する事は，タンパク質の立体構造形成機構を解明する上で重要であるだけでなく，
プロ領域を利用した人工タンパク質の設計を可能にし，新規なドラッグデザイン法確立の
スキャッホールドとなると考えうる。 
 
 
 
 
図 1 プロウログアニリンにおけるプロ領域の分子内シャペロン機能 
 
■研究成果 
１．プロウログアニリンにおける構造形成機構の解明 
プロウログアニリンの構造形成機構の解析により，構造形成過程の初期においてウログ
アニリン領域内のジスフィド結合はプロペプチド領域内のジスルフィド結合よりも早い段
階で形成されることが明らかになった。さらに，プロウログアニリンの構造形成はウログ
アニリン領域内ジスルフィド結合の架け違った異性体1および異性体2を経由して天然型
のジスルフィド結合様式を形成することを明らかにした。またそれぞれの異性体から天然
型への構造形成における速度論的解析により，各異性体間におけるジスルフィド結合の交
換反応が存在することを示し，さらに異性体2が天然構造に移行する最終ステップとなる
中間体であることを明らかにした。 
２．機能性人工タンパク質の創製技術の展開 
プロ領域の分子内シャペロン機能を構造制御されるペプチドホルモンの立場から解析
するため，新規な生理活性ペプチドの創製を試みた。プロ領域によって構造制御される新
規生理活性ペプチドを設計し、その人工ペプチド単独およびプロ領域を融合させた人工タ
ンパク質のフォールディングを解析した。その結果，プロウログアニリンとは違うフォー
ルディング過程を取り，遅い修復機構ではあるが，プロ領域によって構造制御されている
事を明らかにした。さらにこの人工タンパク質が生理活性を持つ事を明らかにした。また、
アンフォールディング解析の結果，人工タンパク質はプロウログアニリンと比べ素早くジ
スルフィド結合を切断されやすい事がわかった。つまり，プロ領域による人工ペプチドの
捕獲がウログアニリンと比べて弱いことが考えられる。さらに人工タンパク質はプロウロ
グアニリンと違った2次構造を持っており，このことによりプロ領域による違う構造の制
御に成功した事が明らかになった。(M. Okumura, et al., (2006) Peptide Science, 189; 
M. Okumura, et al., (2008) Peptide Science, 463) 
３．新規フォールディング試薬による効果とその機構解明 
in vitroにおけるタンパク質の立体構造形成(フォールディング)における問題はいかに
正しい構造に再構築させるかである。そこでタンパク質の凝集抑制などの観点からアルギ
ニンやその誘導体，また正しいジスルフィド結合形成などの観点から新規なチオール試薬
が報告されており，より効果の高いリフォールディング試薬は開発されつつある。しかし
ながら，タンパク質の立体構造構築原理が明らかでない現状において，さらにこのような
リフォールディング試薬における作用機構は明らかでない。そこで，本実験においては，
タンパク質内における正しいジスルフィド結合形成の観点からリフォールディング試薬の
開発に焦点をあて，アルギニン置換によるグルタチオン誘導体を合成，その効果を検討し
たところ，新規フォールディング試薬はジスルフィド結合形成と構造形成の速度を著しく
高める反応機構によりリフォールディング収率をあげることを明らかにした。(M. Okumura, 
et al., (2011) FEBS J., in press; 国内出願 2010-270195) 
 
■総括：フォールディング研究の展開 
本研究により得られた成果は，タンパク質の構造形成におけるジスルフィド結合形成に
着眼し，フォールディング中間体の構造特徴の捕捉，新規な人工タンパク質の創製技術の
発展，フォールディング試薬の開発におけるスキャッホールドとなる研究を提唱したこと
により，タンパク質の立体構造形成機構を解明する重要な知見の獲得に繋がった。 
